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摘要 : 对 不 同 发 育 时 期 家 下 Bombyx mori 雌性 性 附 腺 核酸 和 香 白 质 含量 测定 的 结果 表明 ， 从 家 笨 化 晴 后 第 6 天 到 成 虫 羽 化 当 
天 的 性 附 腺 内 总 蛋白 质 含 量 不 断 增加 ， 至 羽化 当天 为 最 高 ， 达 860+ 70 pg 对 。 不 同时 期 内 能 引诱 野 签 黑 卵 蜂 识别 寄主 的 利 
它 素 在 总 重 白 中 所 占 的 比例 差异 明显 ， 从 化 晴 后 第 6 天 的 10 色 增加 到 羽化 后 的 58%。 性 附 逐 的 总 RNA A EMERSE 6 天 到 
成 虫 羽化 前 工 天 几乎 是 直线 增加 ， 但 羽化 后 下 降 很 快 。 不 同时 期 分 沁 部 中 总 RNA 含量 变化 与 贮存 部 明显 不 同 。 含量 最 高 
Ff, 4 ABE RNA 可 占 整个 性 附 有 RNA 的 90 和 以 上 ， 而 贮存 部 总 RNA 含量 则 远 少 于 分 泌 部 ， 羽 化 当天 约 为 分 泌 部 的 十 分 之 
一 。 分 泌 部 总 RNA 中 的 18S 亚 基 含量 远 高 于 28S 亚 基 ， 明 显 不 同 于 贮存 部 的 。 从 分 泌 部 总 RNA 中 分 离 的 mRNA 存在 明显 的 
条 带 分 布 ， 这 预示 着 高 丰 度 的 mRNA 的 存在 与 总 蛋白 中 高 含量 利 它 素 的 存在 有 着 特殊 对 应 关系 。 
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Abstract: Based on changes in nucleic acids and proteins during the development of Bombyx mori female accessory 
glands: it was determined that the protein content in these glands increased gradually from the sixth day after pupation to 
day of eclosion» peaking on the day of eclosion C860 + 70 pug/pair). The ratio of host Telenomus theophilae recognition 
kairomone to total protein varied significantly at different development stages: from 10% on the sixth day after pupation to 
58% on the day of eclosion. The amount of total RNA increased from the sixth day after pupation to the day just before 
eclosion» but decreased quickly after eclosion. The quantity of RNA varied significantly between the secretory and reser- 
voir portions. In the secretory portion: the amount of total RNA changed significantly during the development of the ac- 
cessory glands. At its peak» the total RNA in the secretory portion accounted for more than 9096 of the total RNA in the 
accessory glands. In contrast: the amount of total RNA in the reservoir portion was much less than that in the secretory 
portion and did not change significantly through development. The total RNA in the reservoir portion was only 1/10 as 
much as in the secretory portion on the day before eclosion. Agarose gel electrophoresis indicated that the quantity of 18S 
rRNA was much higher than that of 28S rRNA in the secretory portion. Certain sizes of extracted mRNA were relatively 
abundant. suggesting that these kinds of mRNA are specifically related to certain major secretory proteins. 
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^EBEUETIPTBE (Strand et al.» 1982. 1983a. 1983b; 
Nordlund et al.，1987)。 国 内 高 其 康 和 A 胡 茶 (1995) 
的 研究 发 现 能 引诱 野性 黑 卵 蜂 Telenomus theophilae 
识别 寄主 的 利 它 素 源 于 野 蛋 Theophila mandarina 和 
ZE Bombyx mori HEIR TEI ARIIN VAP, WHR 
AE RUE A PE DER 2 FR T RA AA EHA, 
Mu USE DES SEJES ES EMRA 
RIF EA. AARMA (200040 采用 高 效 液 
ERNER Zi AMER EARR EHT ERE 
定 ， 明 确 性 附 腺 内 容 物 经 高 效 液 相 色 谱 分 离 后 ， 保 
留 时 间 最 短 的 第 一 主 组 份 具 有 利 它 素 活 性 ， 能 引诱 
墅 每 黑 卵 蜂 在 涂 有 第 一 主 组 份 的 人 工 卵 上 搜索 并 诱 
发 产 卵 行为 。 进 一 步 的 研究 确定 了 该 利 它 素 是 一 种 
蛋白 质 。 高 其 康 和 胡 萃 〈2000b) 从 细胞 结构 上 明 
确 了 高 含量 利 它 素 的 分 泌 与 性 附 腺 分 泌 细 胞 中 丰富 
的 粗 面 内 质 网 、 高 尔 基体 和 线粒体 有 着 密切 的 关 
系 。 本 研究 进一步 从 分 泌 细 胞 中 核酸 和 蛋白质 的 分 
子 水 平 研 究 家 在 肉 蛾 性 附 腺 发 育 的 不 同时 期 核酸 和 
利 它 素 变化 的 相互 关系 ， 以 期 确定 利 它 素 分 子 生 物 
学 研究 时 要 分 离 纯化 RNA 的 组 织 部 位 和 最 佳 的 解 
麟 相关 组 织 的 时 期 ， 为 开展 利 它 素 相关 基因 的 文库 
构建 及 克隆 打 好 基础 。 


1 材料 与 方法 


室内 用 桑 叶 饲养 家 熏 〈 品 种 为 丰 交 54A) EM 
i. BARER 6 天 《复眼 从 淡 黄 开始 转 红 ) F 
始 ， 每 天 定时 取样 ， 直 至 成 忠 羽 化 后 第 4 天目。 每 
次 均 在 冰 台 上 解剖 得 性 附 腺 《每 头 肉 肾 或 成 忠 的 性 
附 腺 含 1 对 贮存 部 和 1 对 分 泌 部 )， 在 其 贮存 部 和 
分 泌 部 的 交界 处 用 刃 切 开 ， 然 后 按 TRIZOL fl 
CGIBCOBRL) 提供 的 方法 ， 分 别 进行 整个 附 腺 、 贮 
存 部 和 分 泌 部 的 总 RNA DNA 及 总 蛋白 质 提取 ， 
mRNA 分 离 采 用 磁 珠 分 离 法 〈Promega AF). 
所 得 的 总 蛋白 按 高 其 康 等 《2000) 的 方法 在 Diol 
150 型 分 子 和 划 柱 中 进一步 进行 高 效 液 相 色 谱 
CHPLC) 分离 ， 并 以 保留 时 间 最 短 的 第 一 主峰 ( 利 
它 素 的 活性 峰 ) 的 相对 含量 作为 利 它 素 在 总 香 白 中 
的 相对 含量 。 总 RNA、DNA 定量 用 分 光 光 度 法 测 
定 。 总 蛋白 质 含 量 按 Lowry SR (1951) 的 方法 测 
定 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 性 附 腺 内 总 蛋 

















白 含量 及 利 它 素 含 量 的 变化 
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不 同时 期 性 附 腺 中 蛋白 质 含 量 和 利 它 素 相 对 含 


量 的 测定 结果 (图 1》 表明， 化 晴 第 6 天 (P 到 
羽化 当天 CAO) 总 蛋白 质 含量 从 〈170+50) yg/ 对 
增加 到 《860+ 70) pg/ 对 ， 且 呈 直 线 上 升 ， 随 后 的 
3 天 仍 维持 在 较 高 水 平 ， 羽 化 后 第 4 K BENER HEIN 
量 的 增加 而 迅速 下 降 。 用 HPLC 对 各 时 期 总 重 白 中 
的 利 它 素 进行 分 离 ， 结 果 表 明 ， 第 一 主 组 分 〈 具 利 
它 素 活性 ) 的 峰 面 积 占 总 蛋白 峰 面积 的 百分比 随 附 
腺 的 发 育 期 不 同 而 发 生变 化 ， 从 化 旺 第 6 天 的 占 总 
蛋白 质 的 10% 提 高 到 羽化 当天 的 58%， 随 后 一 直 
维持 在 这 一 水 平 。 
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图 1 DARB NAZKA HERE DRE RS P ds S A 
利 它 素 含量 的 变化 
Fig. 1 The changes of total protein and kairomone 
content in the B. mori female accessory gland 
at different development stages 
P6 ~ Po: 化 晴 后 第 6 至 第 9 天 ; A0: 羽化 当天 ; 
AI ~ A4: 羽化 后 第 1 98 ARR BI 
P6 — P9: 6th to 9th days after pupation; A0: the day of 
eclosion; AI — A4: first to 4th day after eclosion; 
The same for the following tables 


2.2. 性 附 腺 内 总 RNA 含量 的 变化 

性 附 腺 总 RNA 含量 的 变动 情况 〈 图 2) 显示 ， 
总 RNA 含量 从 化 晴 第 6 天 到 第 9 天 大 体 上 与 蛋白 
质变 化 趋势 一 样 呈 直线 上 升 ， 但 上 升 的 速度 比 蛋 和 白 
质 的 快 。 总 RNA 含量 在 化 晴 第 9 天 时 为 最 高 ， 
(105.414 7.94) ywg/ 对 ， 比 性 附 腺 内 昌 和 白质 含量 最 
高 时 要 提前 一 天 。 羽 化 当天 总 RNA 仍 维 持 在 较 高 
水 平 (104.97 + 9.38ng/ 对 )， 羽 化 后 第 1 天 至 第 4 
天 则 下 降 很 快 。 
2.3 性 附 腺 不 同 部 位 中 RNA 含量 
比较 

性 附 腺 中 司 不 同 功能 的 分 泌 部 和 贮存 部 中 总 
RNA 和 DNA 含量 的 逐 天 测定 结果 显示 ,分泌 部 忆 


及 DNA 含量 的 
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RNA 含量 的 变化 与 整个 性 附 腺 总 RNA 的 变化 完全 
一 数 ， 它 们 之 间 的 相关 系数 高 过 0.99 CP < 0.012. 
化 里 第 9 天 分 泌 部 的 总 RNA 含量 (103.57 +6.34 
ng 对 )， 占 整个 性 附 腺 (105.41 + 7.94 yg/ 对) 的 
90% El E. CFAA RNA 含量 变化 很 小 ， 且 总 
RNA 含量 远 少 于 分 泌 部 ， 化 肾 第 9 天 约 是 分 泌 部 
总 RNA 含量 的 十 分 之 一 (图 3)。 分 泌 部 和 贮存 部 
提取 的 总 RNA 不 仅 在 含量 上 差异 很 大 ， 而 且 从 琼 
脂 糖 凝 胶 电 泳 中 发 现在 28S 和 18S 处 的 相对 含量 也 
存在 很 大 差异 ， 分 说 部 总 RNA 中 28S 亚 基 的 含量 
远 低 于 18S 亚 基 的 ， 而 贮存 部 总 RNA 则 符合 常规 
细胞 中 提取 总 RNA 的 电泳 行为 ， 在 EB 的 染色 强度 
上 28S 约 为 18S 的 2 倍 (图 4)。 这 一 差异 ， 在 进 一 
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图 2 A JE E BE S CERE PE BL nn 
总 RNA 会 量 的 变化 
Fig. 2 The changes of total RNA content in B. mori 
female accessory gland at different development stages 


步 分 离 到 的 mRNA PELZI, MIRR o 
天 分 泌 部 中 提取 的 总 RNA 中 分 离 的 mRNA 在 电泳 
中 时 条 带 分 布 ， 可 明显 见 有 5 个 峰 ， 其 中 4.8 kb 的 
带 含量 最 高 (图 $: 1)。 而 贮存 部 的 则 没有 明显 
T EEA 1.0 kb 为 最 高 含量 分 别 问 以 长 片段 和 
短片 段 含量 不 断 减 少 方向 分 布 “ 图 5: 2)。 

尽管 随 着 蚜 发 育 的 不 断 成 熟 并 最 终 羽 化 为 成 
虫 ， 家 看 肉 峨 性 附 腺 分 泌 部 总 RNA 变化 很 大 ， 但 
相应 的 DNA 变化 则 比较 平缓 ，DNA 含量 从 化 是 第 
6 天 到 第 7 天 有 所 上 升 ， 第 7 天 到 羽化 后 第 2 天 之 
间 变 化 很 少 。 与 分 泌 部 相 比 ， 除 了 贮存 部 DNA 含 
量 比分 说 部 低 外 ， 变 化 则 更 小 《图 GO. 
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图 3 AREA N HR E MER tE aR AA 
贮存 部 中 总 RNA 含量 的 变化 
Fig. 3 The changes of total RNA content in 
secretory portion and reservoir portion of 


B. mori female accessory gland at different development stages 
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图 4 ARR HRE ERER REFA Ca) 和 分 小 部 《by 中 总 RNA 的 电泳 图 
Fig. 4 The electrophoretogram of total RNA in reservoir portion Ca) and secretory portion bò) of B. mori 


female accessory gland at different development stages 
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图 5 家 答 雌 蛾 性 附 腺 分 变 部 和 贮存 部 中 mRNA 的 电泳 图 
Fig. 5 Electrophoretogram of mRNA fractions in the secretory 
and reservoir portions of the B. mori female accessory gland 
M: RNA 标准 分 子 量 ;1: 分 泌 部 中 的 mRNA: 2: 贮存 部 中 的 
mRNA. M: RNA marker (Promega): 1: mRNA ín secretory portion: 


2: mRNA in reservoir portion 
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图 6 AREE x E HERR PER I) 28 REO 
贮存 部 中 DNA 含量 的 变化 
Fig. 6 Changes in DNA content in the secretory and 
reservoir portions of the B. mori female accessory 


gland at different development stages 


3 讨论 


对 家 栖 性 附 腺 的 早期 研究 大 都 局 限 在 家 栖 卵 的 
粘 附 性 方面 ， 也 对 附 腺 内 分 涪 物 的 性 质 作 了 探讨 。 
如 Kasai 和 Hirasawa《1933》 就 证 实 附 腺 蛋白 中 不 存 
EEA. Nakamura 和 Inokuchi (1977) 认为 这 种 
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家 得 卵 的 胶着 物质 至 少 由 17 种 多 肽 组 成 。 到 20 t 
纪 90 年 代 初 ， 我 们 对 野 查 黑 卵 蜂 的 宥 生 行 为 及 其 
理化 基础 的 研究 证 实 家 查 峻 蛾 性 附 腺 分 泌 物 除了 对 
家 盘 卵 在 产 卵 场所 有 烙 附 作用 外 ， 还 有 一 个 更 重要 
功能 ， 即 分 泌 物 中 存在 一 种 能 引诱 家 盘 的 近 缘 种 时 
2& T. mandarina WI Bp È ^E k — H A SR BEER. Tele- 
nomus theophilae 搜索 并 在 卵 上 产 卵 的 功能 。 为 了 对 
这 种 信息 化 合 物 一 一 野 笨 黑 卵 蜂 寄主 识别 利 它 素 进 
行 系统 的 分 子 生 物 学 研究 ， 明 确 与 利 它 素 分 变相 关 
的 家 查 雌 蛾 性 附 腺 的 友 育 及 附 腺 各 功能 细胞 区 中 核 
酸 和 香 白 质 的 变化 规律 ， 是 克隆 该 利 它 素 的 相关 基 
因 基 础 。 

家 查 雌 蛾 性 附 腺 在 整个 上 友 育 过 程 中 ， 附 腺 的 外 
部 形态 结构 形成 明显 的 两 部 分 ， 一 是 近 中 输卵管 侧 
的 成 对 圆柱 形 千 状 贮存 部 ;二 是 与 贮存 部 相连 的 呈 
树 补 状 分 枝 的 分 滋 部 。 已 有 报道 证 实 这 两 部 分 不 仅 
在 形态 上 存在 很 大 区 别 ， 而 且 在 功能 上 也 不 同 ， 贮 
存 部 的 功能 是 贮存 由 分 泌 部 合成 的 粘着 物 ， 而 分 泌 
部 则 是 粘着 物 分 泌 的 场所 《Kasai and Hirasawa, 
1933; Tsujita» 1948; Nakamura and Inokuchi» 1977). 
本 文 作 者 对 家 得 晴 期 和 成 虫 期 不 同 发 育 时 期 、 不 同 
部 位 组 织 中 的 核酸 、 皇 白质 及 利 它 素 含量 的 变化 进 
行 了 较为 详细 的 研究 ， 结 果 表 明 家 得 肉 蛾 性 附 腺 的 
分 刻 部 细胞 中 的 核酸 、 重 白质 和 利 它 素 合 量 在 不 同 
时 期 变化 非常 明显 。 表 现 之 一 是 在 分 弯 部 细胞 的 重 
百 质 合成 有 很 高 的 效率 ， 从 化 晴 第 6 天 到 羽化 当 
R, EAMA 170 pg 到 860 ug; 表现 之 二 是 与 重 白 
质 合成 密切 相关 的 总 RNA 的 变化 也 非常 特殊 ， 而 
且 这 些 特殊 的 变化 主要 表现 在 分 刻 部 组 织 上 ， 贮 存 
部 组 织 变化 很 小 且 含量 低 ; 表现 之 三 是 家 笨 分 弯 部 
中 的 RNA 变化 趋势 及 积累 速度 与 重 白 质 的 变化 基 
本 一 致 ， 只 是 这 两 者 所 达到 最 高 含量 在 时 间 上 
RNA 比 皇 白质 提前 了 一 天 ， 这 在 一 定 程 度 上 说 明 
了 守 查 性 附 腺 能 在 短 时 间 内 分 弯 大 量 重 白 的 原因 ; 
表现 之 四 是 在 所 分 沙 产 生 的 蛋白 质 中 的 利 它 素 含量 
非常 高 ， 最 高 时 可 占 总 蜡 白 538%， 这 对 于 该 利 它 
素 应 用 有 着 非常 重要 的 意义 ; 表现 之 五 是 从 高 峰 时 
的 分 泌 部 总 RNA 中 分 离 得 到 的 mRNA 组 成 与 贮存 
部 中 的 相 比 也 有 明显 差异 ， 前 者 出 现 $ 条 明显 的 条 
带 ， 且 在 4.8 kb 处 的 mRNA 带 占 绝对 优势 我们 
从 上 述 的 这 些 特 性 并 结合 相关 分 子 生物 学 的 知识 可 
知 特定 时 期 家 查 峻 蛾 性 附 腺 分 弯 部 细胞 中 高 丰 度 悍 
白质 的 合成 ， 与 这 一 时 期 早 些 时 候 分 刻 细 胞 中 转录 
的 高 丰 度 mRNA 有 着 密切 关系 。 这 一 结论 为 我 们 进 
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P Su ERI E E KARKEA REGE D OBERURLRS 
RIER, MRE 9 天 至 羽化 当天 的 家 笨 雌 蛾 性 附 
腺 分 泌 部 是 分 离 苑 隆 利 它 素 相关 基因 的 最 佳 材料 。 
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